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Sinteza zaviralcev butirilholinesteraze 
Povzetek:  
Butirilholinesteraza je eden izmed ključnih encimov pri uravnavanju telesnih koncentracij 
nevrotransmiterja acetilholina in pri metabolizmu neholinskih estrov. Naloga 
butirilholinesteraze je hidroliza esterske vezi, ki v primeru acetilholina povzroči prekinitev 
sinaptičnega signaliziranja. Prekomerno izražanje butirilholinesteraze in s tem izrazito 
zmanjševanje sinaptičnega signaliziranja prek acetilholina v možganih lahko negativno 
vpliva na nastajanje novih spominov in pomnjenje, kar se tudi dogaja pri nekaterih 
dementnih obolenjih, kot je Alzheimerjeva bolezen. Poleg povišane regulacije acetilholina 
v možganih je butirilholinesteraza korelirana tudi z nastajanjem drugih patologij, ki se 
pojavljajo pri Alzheimerjevi demenci, kot je akumulacija proteinskih plakov v možganih. 
Zaradi patološkega povišanja butirilholinesteraze tekom Alzheimerjeve bolezni 
raziskovalci že nekaj desetletji razvijajo zdravila, ki bi zavirala delovanje 
butirilholinesteraze in s tem lajšala znake bolezni. Od trenutno petih terapevtskih 
učinkovin, ki so na voljo za lajšanje znakov Alzheimerjeve bolezni, so kar štiri učinkovine 
zaviralci butirilholinesteraze. Ker za zdaj na tržišču ni učinkovin, ki bi lahko delovala 
neposredno na akumulacijo proteinskih plakov, so inhibitorji butirilholinesteraze trenutno 
najbolj obetavna zdravila za lajšanje demence. Cilj diplomske naloge je bil sintetizirati in v 
in vitro preizkusu testirati dva nova potencialna zaviralca butirilholinesteraze. Pri sintezi 
obeh zaviralcev smo za ogrodje zaviralca uporabili aminokislino triptofan, na katerega smo 
uspešno pripeli 2-cikloheptiletanaminsko skupino(C-terminalni del) in benzilno/butirilno 
skupino (N-terminalni del). Obe spojini smo preizkusili v kinetičnem testu s človeško 
butirilholinesterazo, kjer sta obe inhibirali encim v nanomolarnem območju. 





Synthesis of butyrylcholinesterase inhibitors 
Abstract:  
Butyrylcholinesterase is one of the key enzymes in the regulation of the neurotransmitter 
acetylcholine and in the metabolism of non-choline esters. The role of butyrylcholinesterase 
is to hydrolyse ester bonds, which in the case of acetylcholine, causes the termination of 
cholinergic synaptic signalization. The overexpression of the enzyme causes a serious 
decrease in cerebral acetylcholine signalization, which in turn can affect the ability of the 
brain to generate new memories. This is what happens during the progression of certain 
types of dementia, such as Alzheimer's disease. Aside from the overregulation of cerebral 
acetylcholine, butyrylcholinesterase correlates with other Alzheimer's disease pathologies, 
such as the accumulation of protein plaques. Because of the pathological increase of the 
enzyme during the progression of Alzheimer's disease, scientists have been trying for 
decades to develop drugs that would inhibit butyrylcholinesterase activity and alleviate the 
symptoms of the disease. Four out of five therapeutical agents that are currently available 
for the treatment of Alzheimer's dementia are cholinesterase inhibitors. Because there are 
currently no available drugs that could successfully directly target brain plaque 
accumulation, cholinesterase inhibitors are the most promising drugs for treating dementia 
on the market. The goal of this diploma was to synthesize and in vitro test two new 
potential butyrylcholinesterase inhibitors. The base for the new inhibitors was the amino 
acid tryptophan to which we successfully added a 2-cyclheptylethanamino group (C-
terminus) as well as a benzyl/butyryl group (N-terminus). We tested the inhibitory strength 
of both compounds in a kinetic test with human butyrylcholinesterase and they both 
inhibited the enzyme in the nanomolar range. 
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Seznam uporabljenih kratic in simbolov 
 
 
Aβ  beta amiloidni plaki 
AB  Alzheimerjeva bolezen 
ACh  acetilholin 
AChE  acetilholinesteraza 
AICD  APP intracelularna domena 
APP  amiloidni prekurzorski protein 
ATCI  acetilholin-iodid 
ATCh  acetiltioholin 
aq. sat. nasičena vodna raztopina 
Boc  terc-butoksikarbonil 
BTCI  butirilholin-iodid 
BTCh  butiriltioholin 
BTCh  butririlholinestaraza 
CDCl3  devteriran kloroform 
CDI  1,1'-karbonildiimidazol 
ChE  holinesteraze 
CI  ang. cholinesterase inhibitors, holinesterazni inhibitorji 
CŽS  centralni živčni sistem 
DCM  diklorometan 
DMSO dimetil sulfoksid 
DTNB  5,5'-ditiobis-2-nitrobenzojska kislina 
ekv.  ekvivalent 
Et2O  dietil eter 
EtOAc etil acetat 
FDA  Food and Drug Administration 
hBChE človeška butirilholinesteraza 
 
 
IC50  srednja zaviralna koncentracija 
IR  infrardeča spektroskopija 
mAChE mišja acetilholinesteraza 
MeCN  acetonitril 
MeOH metanol 
n. a.  ni aktivnosti 
NaCl  natrijev klorid 
NDMA N-metil-D-aspartat 
NFT  ang. neuro fibrilary tangles, neuro-fibrilarni vozlički 
NMR  jedrska magnetna resonanca 
PE  petrol eter 
RA  rezidualna aktinost (razmerje med aktvnostjo encima ob dodatku zaviralca 
  in pred dodatkom zaviralca) 
Rf  retencijski faktor 
TCh   tioholin 
TEA  trietilamin 
TFA  trifluoroocetna kislina 
THF  tetrahidrofuran 
TLC  tankoplastna kromatografija 








1.1. Holinesteraze in uravnavanje holinergičnega sistema 
Sistem signaliziranja prek holinergičnih nevrotransmitorjev je zelo pomemben homeostazni 
sistem, ki sodeluje v številnih telesnih procesih, kot so uravnavanje srčnega utripa, 
regulacija metabolizma, vedenje, učenje in pomnjenje [1].  
ACh skupaj z noradrenalinom predstavlja enega glavnih nevrotransmitorjev avtonomnega 
živčnega sistema, ki prek vpliva na gladkomišične kontrakcije, srčni utrip, dihanje, 
sekrecijo in številne druge telesne funkcije uravnava homeostazo. Pomemben je tudi kot 
nevrotransmitor perifernega živčnega sistema, saj se sprošča v motoričnih ploščicah ter 
omogoča krčenje mišic in premikanje telesa. Pojavlja pa se tudi v centralnem živčnem 
sistemu (CŽS), kjer se ne obnaša več kot nevrotransmitor, temveč kot nevromodulator, in je 
ključen pri procesih, kot sta učenje in pomnjenje [2, 3]. 
1.1.1. Holinesteraze 
Pri uravnavanju holinergičnega signaliziranja sodelujejo številne skupine encimov, med 
drugim tudi holinesteraze (ChE), ki so odgovorne za hidrolizo holinskih estrov, med katere 
uvrščamo tudi neurotransmiter acetilholin [1]. ChE delimo na specifične oziroma tiste, ki 
cepijo estersko vez zgolj v holinskih estrih, in nespecifične, ki lahko cepijo tudi vezi v 
alifatskih estrih [4]. Acetilholinesteraza (AChE) je specifična ChE. Ima izredno visoko 
pretvorbeno število in nizko afiniteto za neholinske estre [4]. AChE je v živih bitjih 
lokalizirana predvsem v centralnem in perifernem živčnem sistemu ter mišičevju, kjer 
nastopa kot glavna esteraza, kjer je njena primarna naloga hidroliza ACh v sinapsi oziroma 
v mišični ploščici. Poleg AChE ima manj pomembno vlogo v centralnem in perifernem 
živčevju tudi serumska ChE oziroma butirilholinesteraza (BChE), ki spada v skupino 
nespecifičnih holinesteraz. Razen v živčevju najdemo BChE  tudi v večini drugih tkiv, kjer 
sodeluje v metabolizmu raznovrstnih neholinskih estrov [4]. Regulacija ACh je izredno 
pomemben proces za normalno delovanje ljudi in živali. Večina raziskav se sicer 
osredotoča na delovanje in regulacijo ACh z AChE, čeprav na regulacijo ACh v možganih 
vpliva tudi BChE [5]. BChE je bila pravzaprav v preteklosti pojmovana kot fiziološko 
nerelevanten encim, saj so v študijah ugotovili, da odsotnost gena za BChE ne vodi do 
nikakršnih abnormalnosti [6]. Četudi vloga BChE ni tako jasna kot vloga sestrskega encima 
AChE [6], so študije dokazale možgansko kolokalizacijo BChE in encima acetilholin 
transferaze, ki je odgovoren za sintezo ACh [5]. Pri miših z izbitim genom za AChE se je 
celo izkazalo, da vlogo razgradnje ACh v možganih nadomesti BChE [7]. 
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1.1.2. Strukturne značilnosti holinesteraz 
ChE uvrščamo med serinske proteaze, saj imajo zvitje, značilno za družino alfa/beta 
hidrolaz. Encima AChE in BChE sta pri ljudeh kodirana na dveh različnih genih, strukturno 
sta si zelo podobna, močno pa se razlikujeta v svojem aminokislinskem zaporedju, ki je 
samo 52% identično [7]. Pri ChE je aktivno mesto sestavljeno iz katalitske triade 
Ser200/198, His440/438 in Glu327/325 (AChE/BChE), ki se nahaja približno 20 Å od 
površine encima, v acil-vezavnem žepku (Slika 1) [8, 9]. Poleg vezavnega žepka je še 
anionsko mesto, ki je odgovorno za vezavo kvartarne aminske skupine prek π-interakcij, ki 
zagotavljajo pravilno orientacijo substrata v vezavni žepek [9]. Anionsko mesto omogoča 
tudi vezavo inhibitorjev ter se razlikuje med AChE in BChE. V AChE so za vezavo 
bistveni aminokislinski ostanki Trp84, Tyr130, Phe330 in Phe331, v BChE pa je Phe330 
zamenjan z Ala328, kar ključno vpliva na afiniteto inhibitorjev [9]. Oksanionska luknja, ki 
jo sestavljajo Gly in Ala ostanki, je pomembna strukturna značilnost serinskih proteaz, 
odgovorna za stabilizacijo prehodnega stanja in je zelo dobro ohranjena pri obeh encimih. 
Velikost acil-vezavnega žepka je ena glavnih razlik med encimoma in je odgovorna za 
razliko v specifičnosti AChe in BChE. Pri BChE je odprtina skoraj še enkrat večja kot pri 
AChE. Pri AChE se ob ustju odprtine nahajata dva aromatska aminokislinska ostanka, ki 
preprečujeta dostop večjih molekul do aktivnega mesta, v BChE pa sta namesto aromatskih 
ostankov dva alifatska ostanka. Alifatska ostanka omogočata lažji dostop raznolikih 
molekul do aktivnega mesta, kar tudi znižuje specifičnost encima. Periferno anionsko 
mesto (PAS) omogoča vezavo encima na druge proteine in agregacijo ter vezavo 
inhibitorjev [9]. PAS pri AChE je zasnovan iz petih značilnih aminokislinskih ostankov [9], 
pri BChE pa ga zaznamujeta le dva. 




Slika 1: Prikaz aktivnega mesta BChE: z rumeno prikazani aminokislinski ostanki 
predstavljajo katalitsko triado, rdeči ostanki prikazujejo anionsko mesto, roza ostanki 
oksanionsko luknjo, zeleni ostanki PAS in modri ostanki acil-vezavni žepek (PDB: 1P0I 
[10]). Slika je bila pripravljena s programom Chimera [11]. 
 
1.1. Butirilholinesterazna aktivnost v povezavi z nevrodegenerativnimi 
boleznimi 
Zaradi podaljševanja pričakovane življenjske dobe, kar je zasluga napredka medicine in 
farmacije, narašča pojavnost nevrodegenerativnih boleznih med starostniki. Čeprav se iz 
leta v leto vedno več  denarja vlaga v raziskovanje tovrstnih bolezni, pa vseeno še nismo 
blizu odkritja zdravil, ki bi nevrodegenerativne bolezni popolnoma ozdravila [12]. 
Malo več kot eno stoletje po tem, ko je Alois Alzheimer prvič opredelil bolezen izgube 
spomina, ki je zdaj znana pod imenom Alzheimerjeva bolezen (AB), je tako AB eno izmed 
najbolj problematičnih nevrodegenerativnih obolenj. Po nekaterih ocenah AB predstavlja 
kar 50 % - 70 % vseh dementnih obolenj [13, 14]. AB je trenutno šesti najpogostejši razlog 
za smrt v ZDA ter prizadene 5 % populacije, starejše od 65 let, in kar 50 % populacije, 
starejše od 85 let [11]. Na svetu naj bi trenutno bilo več kot 25 milijonov obolelih za AB, 
projekcije pa kažejo, da bo porast bolezni vse večja, prevalenca naj bi se podvojila vsakih 
20 let [13]. 
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Trenutno obstajajo številne hipoteze za razlago nastanka AB. Med najbolj razširjene 
spadajo amiloidna, tau in holinergična hipoteza.  
Amiloidna hipoteza 
Amiloidna hipoteza temelji na opažanju, da se v možganih pacientov z AB tvorijo 
zunajcelični plaki. β-amiloidni peptid (Aβ), ki je poglavitni polipeptid v plakih, izvira iz 
amiloidnega prekurzorskega proteina (APP) (Slika 2). Nastanek Aβ je odvisen od 
encimskega procesiranja APP [15]. Če APP reže encim α-sekretaza, ga zareže na Aβ-regiji 
proteina in nastaneta proteinska fragmenta sAPPα in C83 (Slika 2) [15]. Če pa je v 
procesiranje vključena β-sekretaza, namesto sAPPα in C83 nastaneta fragmenta sAPPβ in 
C99 [15]. Fragmenta C83 in C99 sta podvržena še dodatnemu rezanju z γ-sekretazo, pri 
katerem v obeh primerih nastane znotrajcelična domena APP (AICD) [15]. Poleg AICD pri 
lizi fragmenta C83 nastane še p3, pri C99 pa fragment Aβ [15, 16]. Zaradi nizke topnosti 
Aβ v zunajcelični tekočini se tvorijo multimerne strukture, ki se nato lahko akumulirajo in 
združujejo v nevrotoksične oligomere, ki lahko otežujejo celično signaliziranje in 
povzročajo programirano celično smrt možganskih celic [16, 17]. 
Slika 2: Prikaz procesiranja APP. 
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1.1.1. Tau hipoteza 
Tudi tau hipoteza temelji na agregaciji proteinov, a za razliko od amiloidne agregacije, tau 
hipoteza nastanek bolezni razlaga z agregacijo znotrajceličnih proteinov. Do agregacije naj 
bi prišlo zaradi hiperfosforilacije proteina tau, ki je v normalnem stanju odgovoren za 
stabilizacijo mikrotubulov [16]. Hiperfosforiliran tau protein povzroča razpad mikrotubulov 
in inducira agregacijo normalnih tau proteinov, skupaj s številnimi drugimi strukturno 
pomembnimi proteini, kar pripelje do nastanka nevrofibrilarnih vozličkov (ang. NFT, neuro 
fibrilary tangles) ter privede do poškodb citoplazme in oviranega aksonskega signaliziranja 
v možganih [18]. 
1.1.1. Holinergična hipoteza 
Holinergična hipoteza predpostavlja, da zmanjšanje števila holinergičnih nevronov ter 
znižanje koncentracije ACh v predelu hipokampusa in možganskega korteksa lahko 
privedeta do izgube kognitivnih sposobnosti in spomina [14]. Poleg tega pa se med 
boleznijo tudi spremenita koncentraciji encimov BChE in AChE, kar naj bi vplivalo na 
pravilno acetilholinsko signaliziranje v možganih [17, 19]. 
V možganih se BChE izraža predvsem v belem možganskem tkivu in celicah glia ter v 
določenih populacijah nevronov v možganskih regijah, ki so pomembne predvsem za 
kognitivne sposobnosti in obnašanje [20]. Čeprav je znano, da AChE prevladuje pri 
regulaciji ACh v zdravih možganih, je pri pacientih z nevrodegenerativnimi obolenji, kot je 
AB, možno zaznati povišanje aktivnosti BChE [21]. Poleg tega se pri pacientih z AB BChE 
pojavlja skupaj z bolezensko patologijo, kot so β-amiloidni plaki, tudi v delih možganov, 
kjer se BChE načeloma ne nahaja [20]. Pri študijah mišjih modelov so z izbijanjem gena za 
BChE ugotovili, da je pojav β-amiloidnih plakov 70% manjši, kot pri divjih tipih miši, kar 
daje misliti, da bi znižanje aktivnosti BChE lahko prispevalo k zdravljenju oziroma vsaj 
blaženju učinkov AB [20]. Tako AChE kot BChE prikazujeta neencimske funkcije, ki so 
verjetno vpletene v formacijo prej omenjenih Aβ in NFT [21]. Poleg tega je bilo za AChE 
dokazano, da interagira z Aβ fibrilami, verjetno prek perifernega anionskega vezavnega 
mesta, ki pa je prisotno tudi pri BChE [22, 23, 24]. 
 
1.2. Trenutno dostopne terapevtske učinkovine za zdravljenje 
Alzheimerjeve bolezni 
Za lajšanje simptomov AB je na tržišču trenutno 5 terapevtskih učinkovin, odobrenih s 
strani FDA (Federal Drug Administration), od tega so kar 4 učinkovine zaviralci 
holinesteraz, peta učinkovina pa je antagonist N-metil-D-aspartatnih (NDMA) receptorjev, 
ki med potekom bolezni prav tako prispevajo k zmanjševanju nevronskega signaliziranja 
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[25]. Nobena učinkovina se do zdaj še ni izkazala za popolnoma učinkovito pri zdravljenju 
AB. Največ, kar je trenutno možno doseči, je lajšanje simptomov in upočasnitev 
napredovanja bolezni [25]. Prav tako na tržišču še ni učinkovine, ki bi lahko preprečila 
agregacijo beta-amiloidnih plakov ali nevrofibrilarnih vozličkov [25]. 
Zaviralci holinesteraz (CI, cholinesterase inhibitors) so primerni za uporabo pri terapiji 
pacientov z blagimi do zmernimi simptomi, le eden je primeren tudi za lajšanje 
napredovane bolezni [25]. Osnovni princip delovanja CI je povišanje biološke 
razpožljivosti ACh v sinaptični odprtini. Pri ACh signaliziranju se ACh prek vezikularnega 
transporta iz presinaptičnega nevrona sprošča v sinaptično odprtino, kjer se veže na ACh 
receptorje na post sinaptičnem nevronu in promovira akcijski potencial. V odprtini oziroma 
na zunajcelični strani celic pa se nahajajo ChE, ki s cepitvijo ACh končajo prenos 
akcijskega potenciala. CI z vezavo na ChE preprečijo razgradnjo ACh, ki je tekom AB 
pospešena, kar omogoča daljše signaliziranje. 
Ko je v sedemdesetih letih prejšnjega stoletja postalo očitno, da se zaradi podaljševanja 
življenjske dobe povečuje pojavnost dementnih obolenj pri starejši populaciji, je to močno 
spodbudilo raziskave na temo AB [26]. Prvi CI, ki je bil leta 1993 odobren za terapevtsko 
uporabo, je bil tacrin. Inhibiral je tako AChE kot BChE, poleg tega pa je stimulatorno 
deloval tudi na muskarinske receptorje [23]. Uporaba tacrina v ZDA je bila sicer potem 
zaustavljena zaradi dvomov v učinkovitost zdravila, saj so bile klinične študije čudno 
zastavljene, pa tudi zaradi visoke incidence neželenih učinkov ter potencialne 
hepatotoksičnosti [27, 28]. Številne študije so tudi pokazale, da tacrin ne prispeva k 
zboljšanju stanja pacientov z AB in da jim lahko celo škoduje [28]. 
Po tacrinu so bili na farmacevtski trg sproščeni še trije CI: donepezil (1996), rivastigmin 
(2000) in galantamin (2001) (Slika 3). Ti so kazali izboljšanje kognitivnih sposobnosti pri 
AB pacientih tako v 3-mesečnih kot v 6-mesečnih kliničnih raziskavah [26]. Številni CI so 
se prebili do druge stopnje kliničnih preiskav, kjer se učinkovine testira na testnih skupinah, 
vendar so bili zavrnjeni za terapevtsko uporabo zaradi predrastičnih stranskih učinkov ali 
premajhne učinkovitosti pri lajšanju stanja [26]. Trenutno najbolj uspešna terapija je 
kombinacija uporabe CI in NDMA receptorskih antagonistov, ki se uporablja za lajšanje 
napredovanega stanja AB [29]. 
Pri uporabi CI v in vito raziskavah, kot tudi na živalskih modelih, je bilo dokazano, da se 
zaradi porasta koncentracije ACh napredovanje AB upočasni, prav tako pa se zniža 
nevrotoksičnost Aβ [30]. Za jemanje donepezila je bilo tudi dokazano, da znižuje 
mitohondrijsko akumulacijo Aβ [31]. Prav tako so študije pokazale, da zdravljenje z 
donepezilom olajšuje pomnjenje in učenje pri ljudeh [32]. 
 






Slika 3: Prikaz struktur terapevtsko uporabnih CI. 
 
1.3. Prihodnost zaviralcev butirilholinesteraze 
Od začetka 21. stoletja je bilo izvedenih več tisoč študij in nekaj tisoč kliničnih raziskav, ki 
so se ukvarjale s problematiko AB, sintezo CI in testiranjem novih zaviralcev [33]. Zadnje 
zdravilo, ki je bilo odobreno za terapevtsko uporabo pri zdravljenju AB, pa je bil 
mematamine HCl, antagonist NDMA receptorjev, leta 2002 [34]. Interes za iskanje boljših 
in bolj učinkovitih zdravil je velik in nujno potreben zaradi starajoče se populacije. 
Trenutno se močno razvijajo naprednejši CI, veliko truda pa se vlaga tudi v razvoj zdravil, 
ki bi ciljala na preprečevanje agregacije Aβ in NFT [23]. 
Ker so ChE posredno vključeni v proteinsko agregacijo [35], so trenutno še vedno najboljša 
alternativa za zaviranje AB, zato smo se tudi odločili za sintezo CI. V diplomi smo se 
osredotočili na sintezo CI na osnovi triptofana. 
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2. Namen dela 
Čeprav vloga BChE pri razvoju AB še ni tako raziskana kot vloga sestrskega encima 
AChE, so študije nakazale, da bi lahko učinkovito zdravilo za AB, ki vse bolj grozi 
starajoči se svetovni populaciji, iskali tudi v tej smeri. Primarni namen moje diplome bo 
tako sinteza spojin, ki bi lahko delovale kot zaviralci BChE. Za diplomsko nalogo bom 
sintetizirala dva potencialna CI, ki ju bom preizkusila tudi in vitro v inhibicijskem testu z 
BChE. Na podlagi predhodnih rezultatov je moja hipoteza, da bodo sintetizirane spojine 
zavirale delovanje BChE. 
Pri sintezi obeh zaviralcev bom za ogrodje zaviralca uporabila aminokislino L-triptofan, na 
katero bom na C-terminalni del pripela2-cikloheptiletanaminsko skupino in na N-terminalni 
del benzilno/butirilno skupino. Obe spojini bom preizkusila v kinetičnem testu s človeško 
butirilholinesterazo, da bi ugotovila, kako dobro zavirata BChE in ali bi lahko bili 
potencialno uporabljeni kot farmacevtski učinkovini (Shema 1). 
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3. Eksperimentalni del 
3.1. Materiali 




3.2.1. Mešanje in segrevanje reakcijske zmesi 
V vseh reakcijskih postopkih, kjer je bilo zahtevano mešanje ali mešanje in segrevanje 
reakcijske zmesi, je bilo to izvedeno z magnetnim mešalom/grelnikom in teflonskimi 
magneti. 
3.2.2. Odstranjevanje topil pri znižanem tlaku 
Za odstranjevanje hlapnih komponent sem uporabila rotacijski uparjevalnik. Podtlak je bil 
prilagojen topilu, ki sem ga uparevala. Temperatura vodne kopeli je bila 40 °C. 
3.2.3. Risanje in poimenovanje struktur 
Za risanje in poimenovanje kemijskih struktur sem uporabljala računalniški program 
ChemDraw. 
3.2.4. Izračun fizikalno-kemijskih lastnosti struktur 
Za določevanje fizikalno-kemijskih struktur sem uporabljala računalniški program 
ChemDraw. 
 
3.3. Analitske metode 
3.3.1. Infrardeča spektroskopija 
IR spektri so bili posneti na spektrofotometru Bruker ALPHA FT-IR na Fakulteti za kemijo 
in kemijsko tehnologijo v Ljubljani (UL FKKT). Izmerjena valovna dolžina je podana  
v cm-1. 
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3.3.2. Jederska magnetna resonanca 
Spektri 13C-NMR in 1H-NMR so bili posneti na spektrofotometru Bruker Avance III 500 
MHzor Avance DPX 300 MHz spectrometer na UL FKKT. Meritve so bile izvedene v 
topilu CDCl3. Kemijski premiki so izraženi v "parts per million" (ppm).  Sklopitvene 
konstante (J) so podane v Hz. 
3.3.3. Masna spektroskopija 
Masni spektri so bili posneti na spektrofotometru Agilent 6224 Accurate Mass TOF LC/MS 
v ESI tehniki na UL FKKT. 
3.3.4. "Flash" kolonska kromatografija 
Kot stacionarno fazo smo uporabili Silikagel 60 (velikost delcev 0.035–0.070 mm, 
proizvajalec Merck). Pri ločevanju posameznih spojin smo uporabili različne mobilne faze, 
ki so navedene pri izolacijah posameznih spojin. 
3.3.5. Tankoplastna kromatografija (TLC) 
Potek reakcij smo spremljali s tankoplastno kromatografijo: Merck Kieselgel (60PF254, 0,2 
mm).Uporabili smo različne mobilne faze, ki so navedene pri posameznih rezultatih spojin. 
Spojine na ploščah za TLC smo detektirali z uporabo UV-svetlobe (λ = 254 nm in λ = 366 
nm) ter z raztopino vizualizacijskega reagenta ninhidrina. 
3.3.6. Polarimetrija 
Za določitev specifične rotacije spojin smo uporabili polarimeter Perkin-Elmer 241MC 
(dolžina optične poti = 10 cm). Specifična rotacija pa je podana v 10−1 deg cm2 g−1. 
 
3.4. Farmakološko testiranje 
3.4.1. UV-VIS spektrometrija 
Za spketroskopsko določevanje zaviralne aktivnosti smo uporabili BRAND mikrotiterske 
ploščice proizvajalca Sigma Aldrich in čitalec mikrotiterskih ploščic Biotek Synergy H4. 
Meritve smo opravili pri valovni dolžini 412 nm. Vzorce in reference smo nanašali na 
mikrotiterske ploščice s 96 vdolbinicami. Kot referenčni vzorec je bil uporabljen 
dimetilsulfoksid (DMSO). 
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3.4.2. Priprava vzorcev in reagentov za farmakološko vrednotenje 
Reagenta BTCI in ATCI sta bila kupljena pri podjetju Sigma-Aldrich. mAChE in 
rekombinantna huBChE v koncentracijah 4,6 mg/ml v 10 mM MES pufru (pH = 6,5) sta 
bila podarjena. Raztopine encima so bile pripravljene z redčitvijo koncentriranih vzorcev v 
fosfatnem pufru (0,1M, pH = 8,0). Reakcija je bila izvedena v končnem volumnu 300 µl, ki 
je vseboval 0,1 M fosfatnega pufra PH 8,0; 3,7 × 10-3 M DNTB, 5 × 10-4 substrata BTCI 
in 1 × 10-9 M huBChE. Aktivnost encima v tako pripravljenih raztopinah je bila približno 
500 mAU/min. Reagente smo pripravili z redčenjem v pufru, vzorce spojin pa z redčenjem 
v DMSO. 
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3.1. Eksperimentalno delo 
3.1.1. Shematski prikaz eksperimentalnega dela (Shema 2) 
 
Shema 2: Shematski prikaz sinteze novih triptofanskih derivatov. 
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3.1.2. Sinteza N-benzil-L-triptofana (2)[36] 
 
Shema 3: Shematski prikaz sinteze N-benzil-L-triptofana (2). 
 
L-triptofan (1) (1,000 g, 4,9 mmol), benzaldehid (710 mg, 6,7 mmol) in NaOH (210 mg, 
5,3 mmol)  smo dali v 25 ml bučko, opremljeno z magnetnim mešalom in dodali 99,8 % 
MeOH (12,5 mL). Vsebino bučke smo pustili mešati pri sobni temperaturi 15 min, nato 
smo reakcijsko zmes ohladili na ledeni kopeli (0 °C), dodali NaBH4 (240 mg, 6,3 mmol) in 
jo pustili mešati na ledeni kopeli 2h. Po 2h smo reakcijo ustavili in nevtralizirali z 
dodatkom 100 % ocetne kisline (CH3COOH, 0,4 ml). Topilo smo vakuumsko uparili. 
Izpadli produkt 2 smo prefiltrirali, sprali z vodo in temeljito posušili. Dobili smo 1,091 g 
(3,7 mmol) N-benzil-L-triptofana (2). 
Karakterizacije N-benzil-L-triptofana (2) nismo opravili, saj je spojina znana, reakcija pa je 
bila izvedena po znanem literaturnem postopku [36] in so spektroskopske informacije že na 
voljo. Na podlagi 1H-NMR spektra smo potrdili strukturo željenega produkta 2. 
 
 
Izgled: bela trdna snov 
Izkoristek: 75,5 % (1,091 g) 
Kemijska formula: C18H18N2O2 
Molekulska masa: 294,35 g/mol 
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1H-NMR (500 MHz, CDCl3) δ [ppm] = 3.02 (dd, J = 14.6, 6.7 Hz, 1H), 
3.12 (dd, J = 14.6, 6.2 Hz, 1H), , 3.41 (d, J = 
13.0 Hz, 1H) , 3.69 (d, J = 13.4 Hz, 1H), 
3.81 (d, J = 13.5 Hz, 1H), 6.98 – 6.91 (m, 
1H), 7.08 – 7.01 (m, 1H), 7.15 (d, J = 2.2 
Hz, 1H), 7.26 (qd, J = 7.1, 2.4 Hz, 4H), 7.35 
– 7.30 (m, 1H), 7.49 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 
10.85 (s, 1H)  
 
3.1.3. Sinteza Nα-benzil-Nα-(terc-butoksikarbonil)-L-triptofana (3) 
 
Shema 4: Shematski prikaz sinteze kisline 3. 
 
N-benzil-L-triptofan (2) (3.706 mmol, 1091 mg), di-terc-butil dikarbonat (Boc2O, 2022 mg, 
9,264 mmol) in TEA (938 mg, 1,29 ml) smo dodali v 50 ml bučko in raztopili v 30 mL 
zmesi THF:voda = 1:1 (v/v) ter reakcijsko zmes pustili mešati 12 h pri sobni temperaturi. 
Hlapne komponente (THF) smo vakuumsko uparili, preostanek nakisali do pH 3 in 
ekstrahirali z etil acetatom (3 × 50 mL). Združeno organsko fazo smo posušili z 
brezvodnim natrijevim sulfatom (Na2SO4) in ga filtrirali ter topilo vakuumsko uparili. 
Produkt smo izolirali s kolonsko kromatografijo, z mobilno fazo PE/EtOAc = 3:1. Frakcije, 
ki so vsebovale čisti produkt 3 (sodeč po analizi s TLC), smo združili in hlapne 
komponente vakuumsko uparili. Dobili smo 932 mg (2,362 mmol) bež trdne snovi. 
 




Izgled: bež trdna snov 
Izkoristek: 63,7% (932 mg) 
Kemijska formula: C23H26N2O4 
Molekulska masa: 394,47 g/mol 
 
ESI-HRMS m/z = 395.1955 (MH+) izmerjena; C23H27N2O4izračunana: 
m/z = 395.1965 (MH+) 
IR νmax 3413, 3347, 2976, 2930,1712, 1672, 1495, 1455, 1419, 
1366, 1248, 1157, 1096, 1076, 1029, 1011, 979, 931, 860, 
806, 737, 696 cm-1 
[α]Dr.t  –6.3 (0.24, CHCl3) 
1H-NMR (500 MHz, CDCl3)
 δ [ppm] = 1.44 (s, 4.5H); 1.49 (s, 4.5H); 3.26 (dd, J = 9.3; 
14.7 Hz, 0.5H); 3.36 – 3.53 (m, 1.5H); 3.56 (d, J = 15.1 Hz, 
0.5H); 3.87 (d, J = 15.7 Hz, 0.5H); 4.10 (dd, J = 5.4; 9.4, 
Hz, 0.5H); 4.26 – 4.37 (m, 1H); 4.58 (d, J = 15.2 Hz, 0.5H); 
6.87 (s, 0.5H); 6.93 (s, 0.5H); 6.98 – 7.10 (m, 3H); 7.12 – 
7.21 (m, 4H); 7.29 – 7.41 (m, 2H); 8.14 (s, 0.5H); 8.23 (s, 
0.5H); 9.30 (s, 1H) 
13C-NMR (126 MHz, CDCl3)
 δ [ppm] = 25.27, 26.13, 28.47, 52.01, 52.83, 59.82, 61.83, 
81.49, 81.56, 111.30, 111.46, 111.56, 118.42, 118.60, 
119.54, 122.10, 123.18, 123.51, 127.24, 127.34, 127.71, 











Shema 5: Shematski prikaz sinteze amida 4. 
 
Kislino 3 (0,563 mmol, 222 mg) smo dali v 25 ml bučko, opremljeno z magnetnim 
mešalom in prepihano z argonom, in jo raztopili v brezvodnem diklorometanu (2 mL). V 
bučko smo dodali CDI (0,595 mmol, 99,5 mg) in pustili, da se zmes meša 1,5 h pri sobni 
temperaturi. Nato smo po kapljicah v bučko dodali 2-cikloheptiletanamin (0,591 mmol, 
83,6 mg)  in pustili, da se reakcijska zmes meša 12 h pri sobni temperaturi. Hlapne 
komponente smo vakuumsko uparili. Amid 4 smo izolirali s kolonsko kromatografijo, pri 
kateri smo uporabili mobilno fazo PE:etil acetat = 2:1. Frakcije, v katerih se je nahajala 
čista spojina 4 (sodeč po analizi s TLC), smo združili in hlapne komponente vakuumsko 
uparili. Dobili smo 220 mg (0,425 mmol) rumenkaste trdne snovi.  
 
 
Izgled: rumenkasta trda snov 
Izkoristek: 75,5 % (220 mg) 
Kemijska formula: C32H43N3O3 
Molekulska masa: 517,71 g/mol 
 
ESI-HRMS m/z = 518.338 (MH+) izmerjena; 
C32H44N3O3 izračunana: m/z = 518.3377 




IR νmax3409, 3324, 2975, 2920, 2852, 1656, 
1523, 1495, 1455, 1365, 1248, 1159, 1127, 
1010, 860, 801, 738, 699, 613 cm-1 
[α]Dr.t  –6.4 (0.19, CHCl3) 
1H-NMR (500 MHz, CDCl3)
 δ [ppm] = 1.07 (td, J = 11.7, 2.3 Hz, 3H), 
1.16 (s, 1H), 1.49 – 1.20 (m, 14H), 1.56 (d, 
J = 9.5 Hz, 6H), 2.94 (s, 1H), 3.35 – 2.99 
(m, 3H), 3.51 (d, J = 77.4 Hz, 1H), 4.29 – 
4.03 (m, 1H), 4.49 (d, J = 15.6 Hz, 1H), 
4.82 – 4.60 (m, 1H), 5.16 (s, 1H), 6.13 (s, 
1H), 6.94 (d, J = 1.4 Hz, 1H), 7.43 – 7.01 
(m, 8H), 7.58 (d, J = 6.1 Hz, 1H), 8.49 (d, J 
= 89.2 Hz, 1H) 
13C-NMR (126 MHz, CDCl3)
 δ [ppm] = 24.96, 26.17, 28.39, 28.53, 
34.25, 36.50, 37.21, 37.48, 37.67, 49.92, 
51.36, 60.86, 80.82, 81.11, 111.18, 111.51, 
112.08, 118.44, 118.73, 119.40, 121.88, 
122.01, 123.05, 123.25, 127.02, 127.27, 
127.89, 128.35, 128.65, 129.01, 136.27, 
138.33, 139.06, 155.37, 156.20, 170.57, 
171.03 
 
3.1.5. (S)-2-(benzilamino)-N-(2-cikloheptiletil)-3-(1H-indol-3-il)propanamid (5) 
 
Shema 6: Shematski prikaz sinteze amida 5. 
Amid 4 (0,299 mmol, 155 mg) smo v 25 ml bučki, opremljeni z magnetnim mešalom, 
raztopili v diklorometanu (2 mL), dodali triflouroocetno kislino (1 mL) in pustili mešati 2 h 
pri sobni temperaturi. Za nevtralizacijo reakcijske zmesi smo po kapljicah dodali 1 M 
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NaOH, dokler pH ni bil v nevtralnem območju,  pH 7. Produkt smo ekstrahirali z 2 × 25 
mL diklorometana, sušili nad brezvodnim natrijevim sulfatom (Na2SO4) in ga filtrirali ter 
topilo vakuumsko uparili. Produkt smo očistili s kolonsko kromatografijo, pri kateri smo 
kot mobilno fazo uporabljali diklorometan:metanol  =  50:1. Frakcije, v katerih se je 
nahajala čista spojina 5 (sodeč po analizi s TLC), smo združili in hlapne komponente 
vakuumsko uparili. Dobili smo 102,7 mg (0,246 mmol) brezbarvnega olja. 
 
 
Izgled: brezbarvno olje 
Izkoristek: 82,3 % (102.7 mg) 
Kemijska formula: C27H35N3O 
Molekulska masa: 417,59 g/mol 
 
ESI-HRMS m/z = 418.2854 (MH+) izmerjena; 
C27H36N3O izračunana: m/z = 418.2853 
(MH+) 
IR νmax 3306, 2919, 2851, 1650, 1524, 1456, 
1355, 1216, 1103, 1011, 738, 697, 665 cm-1 
[α]D –5.3 (0.185, CHCl3) 
1H-NMR (500 MHz, CDCl3)
 δ [ppm] = 1.13 – 1.21 (m, 2H); 1.33 – 1.71 
(m, 13H); 1.80 (br s, 1H); 2.94 (dd, J = 9.3; 
14.6 Hz, 1H); 3.18 – 3.32 (m, 2H); 3.35 (dd, 
J = 4.1; 14.6 Hz, 1H); 3.48 (dd, J = 4.1; 9.3 
Hz, 1H); 3.55 (d, J = 13.4 Hz, 1H); 3.68 (d, 
J = 13.4 Hz, 1H); 6.96 (d, J = 2.1 Hz, 1H); 
7.02 – 7.07 (m, 2H); 7.07 – 7.12 (m, 1H); 
7.16 – 7.23 (m, 4H); 7.23 – 7.28 (m, 1H); 
7.36 (d, J = 8.2 Hz, 1H); 7.63 (d, J = 7.9 
Hz, 1H); 8.29 (br s, 1H, NH) 
13C-NMR (126 MHz, CDCl3)
 δ [ppm] = 26.47, 28.59, 29.34, 34.49, 34.51, 
36.98, 37.32, 37.77, 52.83, 62.72, 111.33, 
111.64, 119.03, 119.73, 122.37, 122.95, 










Shema 7: Shematski prikaz sinteze spojine 7. 
(S)-2-amino-N-(2-cikloheptiletil)-3-(1H-indol-3-il)propanamid (6) (241,7 mg, 0,738 mmol) 
smo dodali v bučko, opremljeno z magnetnim mešalom, in ga raztopili v DCM (20 mL) ter 
dodali 20 ml NaOH (0,25 M(aq)) in anhidrid butanojske kisline (0,885 mmol, 140 mg). 
Reakcijsko mešanico smo pustili močno mešati 20 min pri sobni temperaturi. Po preteklem 
času smo dodali NaHCO3 (aq. sat. 10 mL), organska in vodna faza sta se ločili. Organsko 
fazo smo posušili nad brezvodnim natrijevim sulfatom (Na2SO4) in jo filtrirali ter topilo 
vakuumsko uparili. Produkt smo očistili s pomočjo kolonske kromatografije, pri kateri smo 
uporabili mobilno fazo PE:EtOAc = 1:2. Frakcije, v katerih se je nahajala čista spojina 7 
(sodeč po analizi s TLC), smo združili in hlapne komponente vakuumsko uparili. Dobili 
smo 190,2 mg (0.478 mmol) produkta  v obliki prozorne trdnine. 
 
Izgled: prozorna trdnina 
Izkoristek: 64,8% (190,2 mg) 
Kemijska formula: C24H35N3O2 
Molekulska masa: 397,56 g/mol 
 
ESI-HRMS m/z = 398.2804 (MH+) izmerjena; 
C24H36N3O2 izračunana: m/z = 398.2802 
(MH+) 
IR νmax 3408, 3274, 3081, 2919, 2851, 1633, 
1539, 1457, 1353, 1284, 1231, 1094, 1010, 
738 cm-1 
[α]D +6.82 (c = 0.15, MeOH) 
1H-NMR (500 MHz, CDCl3)
 δ [ppm] = 0.89 (t, J = 7.3 Hz, 3H); 1.01 – 
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1.17 (m, 4H); 1.19 – 1.68 (m, 13H); 2.15 (t, 
J = 7.3 Hz, 2H); 3.01 – 3.17 (m, 3H); 3.23 – 
3.36 (m, 1H); 4.74 (s, 1H); 5.79 (s, 1H); 
6.51 (s, 1H); 7.02 (s, 1H); 7.11 (t, J = 7.4 
Hz, 1H); 7.18 (t, J = 7.5 Hz, 1H); 7.35 (d, J 
= 8.0 Hz, 1H); 7.69 (d, J = 7.8 Hz, 1H); 
8.39 (s, 1H, NH) 
13C-NMR (126 MHz, CDCl3)
 δ [ppm] = 13.79, 19.09, 26.31, 28.53, 28.55, 
28.82, 34.30, 34.38, 36.74, 37.26, 37.89, 
37.91, 38.57, 38.58, 54.06, 110.99, 111.05, 
111.36, 111.37, 118.97, 119.00, 119.76, 
119.81, 122.27, 122.32, 123.14, 123.17, 
127.49, 127.51, 136.29, 171.43, 173.25 
 
3.1.7. Farmakološko testiranje zaviralcev BChE 
Spektrofotometrično določitev sposobnosti zaviranja huBChE inhibitorjev 5 in 7 smo 
določili z napravo Synergy H4, ki je v razponu 1 min merila spremembo absorbance (λ = 
412 nm). Pri testiranju smo uporabili mikrotitersko ploščico s 96 vdolbinicami. V vsako 
vdolbinico smo dodali 175 μl Ellmanovega reagenta (5,5'-ditiobis-(2-nitrobenzojska 
kislina) DNTP) v fosfatnem pufru (pH = 8) s končno koncentracijo 3,70 × 10-4 M, 100 μl 
substrata BTCI s končno koncentracijo 5 × 10-4 M, 3 μl testne spojine in 22 μl encima s 
končno koncentracijo 1 × 10-9 M huBChE z aktivnostjo cca 500/min. Končni volumen 
vsake jamice je bil 300 μl.  
Vzorce brez substrata smo inkubirali 5 min pri sobni temperaturi, da se je vzpostavilo 
ravnotežje med encimom in zaviralcem. Po preteklem inkubacijskem času smo v jamice 
dodali substrat in reakcijo spektrofotometrično spremljali1 min. Opazovali smo spremembo 
absorbance, ki je bila posledica nastajanja 5-tio-2-nitrobenzoatnega aniona, ki je produkt 
reakcije med DNTB in tioholinom. Organoleptično se nastanek 5-tio-2-nitrobenzoatnega 
aniona zazna kot sprememba barve reakcijske mešanice iz prozorne v rumeno.  
Vse spojine smo testirali v treh paralelah, s končnimi koncentracijami 10 μM, 3 μM, 1μM, 
300 nM, 100 nM, 30 nM, 10 nM, 3 nM in 1 nM. Pri testiranju slepega vzorca smo namesto 
3μltestne spojine v jamice dodali 3 μl DMSO. S primerjavo hitrosti encimske reakcije 
slepega vzorca in vzorca z dodanim zaviralcem smo izračunali rezidualno encimsko 
aktivnost (RA). Vrednosti IC50 smo določili z določevanjem aktivnosti encima pri različnih 
koncentracijah spojine in grafično določili vrednost IC50. 
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4. Rezultati in razprava 
4.1. Pregled sinteze novih CI 
Sintezno pot smo začeli z izhodnim L-triptofanom (1), ki smo ga ob prisotnosti baze 
(NaOH) in aldehida (benzaldehida) pretvorili v imin, ki pa ga nismo izolirali. Po dodatku 
hidridnega reducenta (NaBH4) pa smo z redukcijo imina dobili želeno N-
benzilaminokislino 2. Reakcijsko zmes smo nevtralizirali z dodatkom HCl, izpadli produkt 
2 smo odnučali in prisotni NaCl odstranili s splakovanjem trdne N-alkil aminokisline 2 z 
vodo (Shema 8) [36]. 
 
Shema 8: Delni prikaz poteka sinteze N-benzil-L-triptofana (2). 
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V drugi stopnji sinteze triptofanskih CI smo N-Boc zaščitili sekundarno aminsko skupino 
N-benzil triptofana 2 z dodatkom Boc2O ob prisotnosti trietilamina. Aminska skupina 
napade karbonilno skupino na Boc2O, tako da di-terc-butil-karbonat izpadeta CO2 in terc-
butanol. Bazični trietilamin odcepi H+ protonirane aminske skupine (Shema 9). 
 
Shema 9: Delni prikaz poteka sinteze kisline 3. 
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Karboksilno kislino 3, ki je nastala v drugi stopnji sinteze triptofanskih CI, smo reagirali s 
presežno količino 1,1'-karbonildiimidazola (CDI). Deprotonirana karboksilna kislina 
napade karbonilno skupino v CDI, pri tem nastane reaktivni N-acilimidazol, kot stranski 
produkt pa se tvorita imidazol in CO2. Nastali N-acilimidazolpa smo in situ reagirali z 2-
cikloheksiletanaminom, da se je tvoril ustrezen amid 4 (Shema 10). 
 
Shema 10: Delni prikaz poteka sinteze amida 4. 
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V zadnji stopnji sinteze novih CI pa smo ob prisotnosti trifluoroocetne kisline(TFA) iz 
amina odstranili Boc zaščitno skupino. t-butil karbamatna skupina napade proton na TFA, 
kar povzroči odcepitev t-butilnega kationa in nastanek karbaminske kisline. Nato poteče 
dekarboksilacija karbaminske kisline, pri čemer se sprosti amin. Amin se zaradi kislega 
okolja protonira in produkt nastane v obliki TFA soli. Dodatek baze (NaOH) nevtralizira 
nastalo sol in produkt ponovno privzame obliko prostega amina (Shema 11). 
 
 
Shema 11: Prikaz poteka sinteze spojine 5. 
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Spojino 7 smo pripravili z aciliranjem primarnega amina spojine 6 z anhidridom butanojske 
kisline. Spojina 6 je bila pripravljena v 2 korakih iz N-Boc triptofana [37]. Reakcijo smo 
izvajali v prisotnosti baze (NaOH), ki je skrbela za nevtralizacijo nastale butanojske kisline 
(Shema 12). Produkt smo izolirali s kolonsko kromatografijo. 
 
Shema 12: Prikaz poteka sinteze spojine 7. 
 
4.2. Razprava in rezultati farmakološkega testiranja novih CI 
Za namen testiranja in ocene sposobnosti inhibicije encima huBChE smo sintetizirali 
spojini 5 in 7. Obe spojini imata preko amidne vezi vezan cikloheptilni obroč z etilnim 
distančnikom (2-cikloheptiletilno skupino), spojina 5 ima na primarni aminski skupini 
vezano benzilno skupino, medtem ko ima spojina 7 nanj vezano butirilno skupino. 
Farmakološki test je pokazal, da je tako spojina 5 kot spojina 7 sposobna selektivnega 
zaviranja huBChE, saj je bila rezidualna aktivnost (RA) pri preizkusu z mAChE prenizka, 
da bi šlo za neselektivno inhibicijo ChE. Vrednost srednje zaviralne koncentracije za 
spojino 5 je bila 100,0 ± 2.0 nM, za spojino 7 pa 606.1 ± 28.2 (Tabela 1). Z vezavo 
benzilne skupine na aminokislinski N-ostanek (spojina 5) se jakost zaviranja poveča 6× v 
primerjavi s spojino 7, ki je imela na aminokislinski N-ostanek vezano butrilno skupino. 
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Velikost skupin, vezanih na primarno aminsko skupino, lahko vpliva na možnost vezave 
substrata (ACh) v encim. Bistvena razlika med spojinama 5 in 7 je v bazičnosti in 
hibridizaciji/geometriji derivatizirane primarne aminske skupine ter posledično 
fleksibilnosti in sposobnosti tvorbe medmolekulskih interakcij. Pri spojini 5 imamo bazičen 
sp3 hibridiziran dušik, pri spojini 7 pa sp2 hibridiziran in popolnoma nebazičen dušik. 
Posledično imata ti spojini tudi drugačen vzorec H-vezi in drugih medmolekulskih 
interakcij, zato ni presenetljivo, da se precej razlikujeta v sposobnosti inhibicije encima 
huBChE. 




IC50 ± SD [nM] 
5 
 
100,0 ± 2,0 
7 
 
606,1 ± 28,2 
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IC50 vrednosti za CI, ki so v terapevtski uporabi, so po navajanju člankov v nanomolernem 
območju [38], tako da se jakost zaviranja novo sintetiziranih CI lahko primerja s 
terapevtsko uporabljenimi. Pri in vitro testiranju zaviralnih sposobnosti CI, ki so na voljo 
na farmacevtskem trgu, so zabeležili naslednje IC50 vrednosti: IC50 (rivastagmin) = 4,3 nM; 
IC50 (donepezil) = 6,7; IC50 (tacrin) = 77 nM [38]. IC50 vrednosti terapevtskih učinkovin, ki 
so že v uporabi, so nižje od izmerjenih IC50 vrednosti naših novih CI, vendar je treba 
poudariti, da so zabeležene IC50 vrednosti bile izmerjene pri preskusu z AChE in ne z 
BChE. Če primerjamo spojini 5 in 7 z ostalimi novimi obetavnimi CI, je predvsem spojina 
5 zelo konkurenčna. IC50 vrednosti novih potencialnih CI v farmakoloških testiranjih na 
huBChE se gibljejo med nekaj nM in nekaj μM [23].  
  




V diplomski nalogi smo sintetizirali, testirali in ovrednotili dva triptofanska zaviralca 
BChE, pri katerih smo želeli doseči čim boljšo jakost zaviranja. Na razliko zaviralne 
aktivnosti med učinkovinama vpliva N-vezana ročica, ki je pri spojini 5 benzilna in pri 
spojini 7 pa butirilna. Obe spojini sta imeli zaviralno jakost v nanomolarnem območju. 
Spojina 5 se je boljše odrezala pri kinetičnem testiranju (IC50:100,0 ± 2.0 nM) kot spojina 7 
(IC50: 606.1 ± 28.2 nM). V primerjavi z učinkovinami za terapevtsko uporabo imata obe 
spojini nižjo jakost zaviranja, vendar je vredno poudariti, da je IC50pri terapevtskih 
učinkovinah izmerjena na encimu AChE in ne BChE. V nadaljnjih raziskavah bi bilo 
zanimivo eksperimentirati s strukturo N-vezanih ročic in dolžino cikloheptilnega 
distančnika, ter s samo velikostjo cikloalkilne skupine. Zanimivo bi bilo morda tudi 
vključevanje drugih elementov. Za namene terapevtske uporabe bi bilo potrebno razmišljati 
tudi o farmakoloških lastnostih, kot je na primer prehajanje skozi krvno možgansko bariero. 
Potrebno bi bilo upoštevati, da je za optimalno terapevtsko učinkovino pomembno 
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